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Ti- Affinity sensor for concn. measurements of low molecular wt. analytes - 
consists of a hollow fibre or microcapsule contg. 2 macromolecular 
affinity ligands one of which can be displaced by the analyte) 
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An affinity sensor for measuring the concn. of a low molecular 
analyte consists of a hollow fibre or microcapsule with an enclosed 
colloidal soln. of 2 macromolecular affinity ligands. The affinity 
ligands do not precipitate on account of an excess of one component and 
on account of one or both components being monovalent. One of the 
affinity ligands can be displaced from its compound with the other by a 
lower molecular analyte. The membrane of the hollow fibre or 
microcapsule is permeable for the analyte and impermeable for the two 
high molecular affinity ligands. The viscosity of the soln. within the 
hollow fibre can be registered with a physical measuring device. 

USE /ADVANTAGE - The sensor can be used for many possible cases of 
affinity-bonding relationships and does not- require immobilisation of 
an affinity ligand on a surface. The sensor can be used to measure the 
concn. of low molecular analytes, such as sugars. 
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© Affinitats-Sensor 

® Die Erfindung betrifft einen Affinitats-Sensor, der fur die 
Messung der Konzentration eines niedermolekularen Analy- 
ten A geeignet ist. Voraussetzung fur seine Anwendung ist 
daS fur A ein loslicher hochmolekularer Affinitatsligand L, z. 
B. eine Lektin oder Antikorper existiert, und daS ein toeiterer 
hochmolekularer Stoff B existiert, der mit L eine Affinitats- 
bindung eingeht, aus der er durch den Analyten verdrangt 
werden kann. Die wirksame Komponente des Sensors ist 
eine Hohlfaser oder eine Mikrokapsel mit einer eingeschlos- 
senen moglichst konzentrierten Losung der beiden hochmo- 
lekularen Liganden L und B, die wegen des Oberschusses 
eines der Liganden oder wegen der Monovalenz eines 
Liganden kolloiddispers bleibt. AuBerdem enthalt der Sensor 
etne MeBvorrichtung fiir die Viskositat der eingeschlossenen 
Losung. Beim Eindringen des Analyten in den Sensor ( andert 

^ sich die Dispersion und damit die Viskositat der eingeschlos- 
senen Losung, wobei diese Anderung urn GroBenordnungen 

f uber derjenigen liegt, die durch die Konzentrationsanderung 

^ des Analyten selbst bedingt ist. 
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Beschreibung 



Bisher entwickelte Affinitats-Sensoren filr niedermo- 
lekulare Stoffe beruhen auf der Dissoziation ernes lm- 
mobilen und eines loslichen hochmolekularen Affmitats- 5 
lieanden durch die konkurrierende Bindung des Analy- 
ten an einen der Bindungspartner (z. B. Shultz J, Man- 
souri, S., Goldstein, I. J. Diabetes Care 5, 95, 1982) oder 
auf den physikochemischen Anderungen an einer Ober- 
flache mit immobiliserten Affinitatsliganden durch die io 
Affinitatsbindung des Analyten (z. B. Bush, D. L, Recn- 
nitz, G. A. Anal. Lett. 20, 1781, 1987). Es handelt sich also 
bei den bisher bekannten Sensorvarianten (vergl. Stein, 
K. und Neumann, K. D„ Biosensoren, in G. Schwedt 
(Herausg.) Literaturdokumentation Biosensorenm Vo- is 
gel Verlag und Druck KG, Wiirzburg 1991) um Gerate, 
die eine Anderung von Affinitats-Bindungsgleichge- 
wichten an der Fest-Fliissig-Grenzflache in ein meBba- 
res Signal umwandeln. Dies bedingt,daB die Einstellung 
des Gleichgewichtes verzogert, die Empfindhchkeit 2 o 
durch die Oberflache begrenzt wird oder ganz besonde- 
re Auswahlkriterien fur den Analyten und den Affini- 
tats-Bindungspartner gegeben sind und erfordert zu- 
dem die Immobilisierung eines Affinitatsliganden an ei- 
ner Oberflache. 25 

Die Aufgabe der Erfindung besteht dann, einen Affi- 
nitats-Sensor bereitzustellen, der fur viele mogliche Fal- 
le von Affinitats-Bindungsbeziehungen einsetzbar ist 
und nicht die Immobilisierung eines Affinitatsliganden 
an einer Oberflache erfordert. . 30 

Die Aufgabe wird dadurch gelost, daB die sensonsch 
wirksame Komponente eine Hohlfaser oder eine Mi- 
krokapsel mit einer eingeschlossenen kolloidalen Lo- 
sung von 2 makromolekularen Affinitatsliganden dar- 
stellt, die Affinitatsliganden wegen des Oberschusses ei- 35 
ner Komponente oder wegen der Monovalenz einer 
oder beider Komponenten nicht prazipitieren, einer der 
Affinitatsliganden aus seiner Bindung mit dem anderen 
durch einen niedermolekularen Analyten verdrangt 
werden kann, die Membran der Hohlfaser oder Mikro- 40 
kapsel permeabe! fur den Analyten und unpermeabel 
fur die beiden hochmolekularen Affinitatsliganden und 
die Viskositat der Losung im Inneren der Hohlfaser 
durch eine physikalische MeBvorrichtung registrierbar 
ist. Die MeBanordnung ist filr alle niedermolekularen 45 
Stoffe geeignet, fur die polyklonale oder monoklonale 
Antikorper hergestellt werden konnen. Als zweiter 
hochmolekularer Bindungspartner ist generell ein Kon- 
jugat des Analyten mit einem naturlichen oder syntheti- 
schen Poiymeren geeignet, auBerdem kommen natilrh- 50 
che hochmolekulare Antigene mit einem dem Analyten 
strukturahnlichen Epitop in Frage. Besonders geeignet 
sind monoklonale Antikorper, die monovalent sind und 
nicht zur Prazipitation fuhren, weil so das hochmoleku- 
lare kolloiddisperse System im Inneren der Hohlfaser 55 
oder Kapsel in hoher Konzentration in stabiler Disper- 
sion vorliegt. Es ist aber, wie im Beispiet dargelegt, auch 
moglich, eine Losung aus polyvalenten (z. B. Concana- 
valin A) und bivalenten hochmolekularen Affinitatspart- 
nern (z. B. Ficoll) im kolloidalen Zustand so einzustellen, 6 o 
daB die Dispersitat stabil ist und selektiv von der Anwe- 
senheit des niedermolekularen Analyten abhangt 

AusfQhrungsbeispiel 

65 

Eine Hohlfaser aus Celluloseacetat mit einem lnnen- 
durchmesser von 50 um, AuBendurchmesser 100 um 
wird mit 2 Pipettenrohren verbunden (Abbildung, a) und 



in ein GefaB mit 0.05 M Phosphatpuffer pH 7.3 einge- 
bracht. Das System wird mit Puffer gefullt, so daB der 
Meniscus in beiden Rohren auf gleicher Hohe hegt. 
Durch Anlegen von Unterdruck auf einer Seite des Roh- 
res wird ein Hohenunterschied (Ah) erzeugt. Die Halb- 
wertszeit 11 fur den gravitationsbedingten Ausgleich 
des Hohenunterschiedes wird als MaB der Viskositat 
des Puffers gemessen. Danach wird das System mit ei- 
ner Losung aus Concanavalin A (1,7%) und Ficoll (1,7%) 
gefullt und die Halbwertszeit t2 gemessen. Die spezifi- 
sche Viskositat der Kolloide tispz = (t2 - tt)/-ti wird 
zunachst in Abwesenheit von Zucker im ProbegefaB 
hestimmt, anschlieBend bei Anwesenheit von Glukose 
in unterschiedlicher Konzentration. 

Die spez. Viskositat ist in starkem MaBe von der Glu- 
kosekonzentration abhangig. Die Anderungen im mM- 
Bereich liegen um mehrere Groflenordnungen uber der 
Veranderung der spez. Viskositat durch die Erhohung 
der Glukbsekonzentration und besitzen das entgegen- 
gesrjtzte Vorzeichen (Abbildung, b). Abbildung: Sche- 
matischer Aufbau der MeBanordnung (a) und spezifi- 
schu Viskositat der Innenlosung in Abhangigkeit von 
der Glukosekonzentration. 



Patentanspriiche 

1. Affinitats-Sensor, dadurch gekennzeichnet, daB 
die sensorisch wirksame Komponente eine Hohlfa- 
ser oder eine Mikrokapsel mit einer eingeschlosse- 
nen kolloidalen L6sung von 2 makromolekularen 
Alfinitatsliganden darstellt, die Affinitatsliganden 
wegen des Oberschusses einer Komponente oder 
wegen der Monovalenz einer oder beider Kompo- 
nenten nicht prazipitieren, einer der Affinitatsligan- 
den aus seiner Bindung mit dem anderen durch 
einsn niedermolekularen Analyten verdrangt wer- 
den kanr., die Membran der Hohlfaser oder Mikro- 
kapsel permeabel filr den Analyten und unpermea- 
bel fUv die beiden hochmolekularen Affinitatsligan- 
den thid die Viskositat der Losung im Inneren der 
Hohtliser durch eine physikalische MeBvorrich- 
tung r . jistrierbar ist. 

2. Affinitats-Sensor nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB einer der hochmolekularen Affi- 
nitatsliganden ein Lektin, der andere ein Glykoli- 
gand und der Analyt ein Zucker ist. 

3. Affinita'is-Sensor nach Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB einer der hochmolekularen Affi- 
nitatsliganden einen AntikSrper gegen den Analy- 
ten darstellt, der andere ein Konjugat des Analyten 
mit einem naturhchen oder kunstlichen wasserlosli- 
chen Poiymeren. 
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Bisher entwickelte Affinitats-Sensoren filr niedermo- 
lekulare Stoffe beruhen auf der Dissoziation etnes im- 
mobilen und eines loslichen hochmolekularen Affinitats- 5 
liganden durch die konkurrierende Bindung des Analy- 
ten an einen der Bindungspartner (z. B. Shultz, J, Man- 
souri. S, Goldstein, I. J, Diabetes Care 5, 95, 1982) oder 
auf den physikochemischen Anderungen an einer Ober- 
flache mit immobiliserten Affinitatsliganden durch die to 
Affinitatsbindung des Analyten (z. B. Bush, D. L, Recn- 
nitz. G. A, Anal. Lett. 20, 1781, 1987). Es handelt sich also 
bei den bisher bekannten Sensorvarianten (vergl. Stein, 
K. und Neumann, K. D, Biosensoren, in G. Schwedt 
(Herausg) Literaturdokumentation Biosensorenm Vo- 15 
get Verlag und Druck KG. Wurzburg 1991) urn Gerate, 
die eine Anderung von Affinitats-Bindungsgleichge- 
wichten an der Fest-Flussig-Grenzflache in ein meBba- 
res Signal umwandeln. Dies bedingt, daB die Einstellung 
des Gleichgewichtes verzSgert, die Empfindhchkeit 20 
durch die Oberflache begrenzt wird oder ganz besonde- 
re Auswahlkriterien fur den Analyten und den Affini- 
tats-Bindungspartner gegeben sind und erfordert zu- 
dem die Immobilisierung eines Affinitatsliganden an ei- 
ner Oberflache. 25 

Die Aufgabe der Erfindung besteht dann. einen Affi- 
nitats-Sensor bereitzustellen, der fur viele mfigliche Fal- 
le von Affinitats- Bindungsbeziehungen einsetzbar 1st 
und nicht die Immobilisierung eines Affinitatsliganden 
an einer Oberflache erfordert. 30 

Die Aufgabe wird dadurch geldst. daB die sensorisch 
wirksame Komponente eine Hohlfaser oder eine Mi- 
krokapsel mit einer eingeschlossenen kolloidalen L6- 
sung von 2 makromolekularen Affinitatsliganden dar- 
stellt, die Affinitatsliganden wegen des Oberschusses ei- 35 
ner Komponente oder wegen der Monovalenz einer 
oder beider Komponenten nicht prazipitieren, einer der 
Affinitatsliganden aus seiner Bindung mit dem anderen 
durch einen niedermolekularen Analyten verdrangt 
werden kann. die Membran der Hohlfaser oder Mikro- 40 
kapsel permeabel fur den Analyten und unpermeabel 
fiir die beiden hochmolekularen Affinitatsliganden und 
die Viskositat der Losung im Inneren der Hohlfaser 
durch eine physikalische MeBvorrichtung registrierbar 
ist Die MeBanordnung ist fur alle niedermolekularen 45 
Stoffe geeignet, filr die polyklonale oder monoklonale 
AntikQrper hergestellt werden konnen. Als zweiter 
hochmolekularer Bindungspartner ist generetl ein Kon- 
jugat des Analyten mit einem naturlichen oder syntheti- 
schen Poiymeren geeignet, auBerdem kommen natQrli- so 
che hochmolekulare Antigene mit einem dem Analyten 
strukturahnlichen Epitop in Frage. Besonders geeignet 
sind monoklonale AntikQrper, die monovalent sind und 
nicht zur Prazipitation fiihren, weil so das hochmoleku- 
lare kolloiddisperse System im Inneren der Hohlfaser 55 
oder Kapsel in hoher Konzentration in stabiler Disper- 
sion vorliegt Es ist aber, wie im Beispiel dargelegt, auch 
moglich, eine Lbsung aus polyvalenten (z. B. Concana- 
valin A) und bivalenten hochmolekularen Affmitatspart- 
nern (z. B. Ficoll) im kolloidalen Zustand so einzustellen, 60 
daB die Dispersitat stabil ist und selektiv von der Anwe- 
senheit des niedermolekularen Analyten abhangt 

Ausfiihrungsbeispiel 

65 

Eine Hohlfaser aus Celluloseacetat mit einem Innen- 
durchmesser von 50 urn. AuBendurchmesser" 100 urn 
wird mit 2 Pipettenrohren verbunden (Abbildung, a) und 



in ein GefaB mit 0.05 M Phosphatpuffer pH 73 einge- 
bracht. Das System wird mit Puffer gefullt, so daB der 
Meniscus in beiden Rohren auf gleicher Hohe liegt. 
Durch Anlegen von Unterdruck auf einer Seite des Roh- 
res wird ein Hdhenunterschied (Ah) erzeugt Die Halb- 
wertszeit ti fur den gravitationsbedingten Ausgleich 
des HShenunterschiedes wird als MaB der Viskositat 
des Puffers gemessen. Danach wird das System mit ei- 
ner Losung aus Concanavalin A (1,7%) und Ficoll (1,7%) 
gefullt und die Halbwertszeit x2 gemessen. Die spezifi- 
s=he Viskositat der Kolloide T^pi = (t 2 - h)/ti wird 
zjnachst in Abwesenheit von Zucker im ProbegefaB 
testimmt, anschlieBend bei Anwesenheit von Glukose 
in unterschiedlicher Konzentration. 

Die spez. Viskositat ist in starkem MaBe von der Glu- 
kosekonzentration abhangig. Die Anderungen im mM- 
Bereich liegen urn mehrere GroBenordnungen uber der 
Veranderung der spez. Viskositat durch die Erhohung 
der Glukosekonzentration und besitzen das entgegen- 
gesfJUte Vorzeichen (Abbildung, b). Abbildung: Sche- 
matischer Aufbau der MeBanordnung (a) und spezifi- 
sche Viskositat der Innenlosung in Abhangigkeit von 
der Glukosekonzentration. 



Patentanspruche 

1. Affinitats-Sensor, dadurch gekennzeichnet, daB b 
die sensorisch wirksame Komponente eine Hohlfa- 
ser oder eine Mikrokapsel mit einer eingeschlosse- 
nen kolloidalen Losung von 2 makromolekularen 
Affinitatsliganden darstellt, die Affinitatsliganden 
wegen des Oberschusses einer Komponente oder 
wegen der Monovalenz einer oder beider Kompo- 
nenten nicht prazipitieren, einer der Affinitatsligan- 
den aus seiner Bindung mit dem anderen durch 
einen niedermolekularen Analyten verdrangt wer- 
den kann. die Membran der Hohlfaser oder Mikro- 
kapsel permeabel filr den Analyten und unpermea- 
bel fUr die beiden hochmolekularen Affinitatsligan- 
den u id die Viskositat der Losung im Inneren der 
Hohlfiser durch eine physikalische MeBvorrich- 
tung registrierbar ist 

2. Affii-Mts-Sensor nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB einer der hochmolekularen Affi- 
nitatsliganden ein Lektin, der andere ein Glykoli- 
gand und der Analyt ein Zucker ist 

3. Affinita;s-Sensor nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB einer der hochmolekularen Affi- 
nitatsliganden einen Antikorper gegen den Analy- 
ten darstellt, der andere ein Konjugat des Analyten 
mit einem naturlichen oder kunstlichen wasserldsli- 
chen Poiymeren. 
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